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RESUMEN (M£x. 150 palabras) 

METODOS IN VITRO PARA LA DETECCION DE UN CARCINOMA, DETERMINACI6N DE SU ESTADIO O SEVERIDAD 
Y PARA LA DETERMINACI6N DE SU DESARROLLO. 

La presente invenci6n se . refiere a un metodo in vitro para detectar la presencia de 
carcinomas en un individuo, para determinar el estadio, la malignidad, o la severidad de 
dicho carcinoma en el individuo, o para monitor! zar el efecto 'de la terapia administrada a 
un individuo que presente dicho carcinoma; a la busqueda, identif icaci6n, desarrollo y 
evaluacion de la eficacia de compuestos para terapia de dicho carcinoma con el fin de 
desarrollar nuevos medicamentos ; asi como a agentes que. inducen la expresidn y/o la 
actividad de la proteina Plexina-Bl, o a agentes que inhiben los efectos de la represi6n de 
la expresi6n y/o actividad de la proteina Plexina-Bl. 
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© RESUMEN 

METODOS IN VITRO PARA LA DETECCION DE UN CARCINOMA, DETERMINACION DE SU ESTADIO O 
SEVERIDAD Y PARA LA DETERMINACION DE SU DES ARROLLO . 

La presente invencion se refiere a un metodo in vitro para detectar la presencia de 
carcinomas en un individuo, para determinar el estadio, la malignidad, o la 
severidad de dicho carcinoma en el individuo, o para monitorizar el efecto de la 
terapia administrada a un individuo que presente dicho carcinoma; a la busqueda,- 
identificacion, desarrollo y evaluaci6n de la eficacia de compuestos para terapia de 
dicho carcinoma con el fin de desarrollar nuevos medicamentos ; asi como a agentes que 
inducen la expresion y/o la actividad de la proteina Plexina-Bl, o a agentes que 
inhiben los ef ectos de la represion de la expresion y/o actividad de la proteina 
Plexina-Bl . 
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METODOS IN VITRO PARA LA D FTECCIGN DE UN 
C ARCINOMA. DETERMENT ACl6N DE S TT RSTADIO O SEVERED AD 
V PARA LA DETERMINACION DE SU PES ARROIXO . 



CAMPO DE LA INVENCI6N 

La presente invention se refiere a un metodo in vitro para detectar la 
-presentia-de carcinomas, cnuin. individuo ^p.ara.determinarel; estadio,_la maU^dad, 



o la severidad de dicho carcinoma en el individuo, o para monitorizar el efecto de la 
terapia administrada a un individuo que presente dicho carcinoma; a la busqueda, 
identification, desarrollo y evaluation de la eficacia de compuestos para terapia de 
dicho carcinoma con el fin de desarrollar nuevos medicamentos; asi como a agentes 
que inducen la expresi6n y/o la actividad de la proteina Plexina-Bl, o a agentes que 
inhiben los efectos de la represion de la expresi6n y/o actividad de la proteina 
Plexina-B 1 . 



ANTECEDENTES DE LA INVENCI6N 

A pesar de tqdos los avances que se han producido en los ultimos aflos, el 
cancer es todavia una de las principales causas de muerte en todo el mundo. Mas de 
5 millones de nuevos casos de cancer se diagnostican cada afio en el mundo y mis 
de 3.5 millones de muertes estan causadas por los distintos tipos de cancer, segun 
datos de la Agencia Intemacional para la Investigation del Cancer, GLOBOCAN, 
del afio 2000. 

Las neoplasias renales son tumores frecuentes en las sociedades 
occidentales; representan el 2% de todos los casos de cancer. Segun datos de la 
Agencia International para la Investigation del Cancer, GLOBOCAN, del afio 
2000, cada afio se diagnostican mas de 90.000 nuevos casos en Europa, 9.000 en 
Jap6n y 30.000 en America del Norte; mas de 39.000, 4.000 y 12.000 muertes son 
causadas por el carcinoma renal cada afio en Europa, Jap6n y America del Norte, 
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respectivamente; y la mortalidad a escaia mundiai causada por cl carcinoma renal 
supera los 100.000 casos anuales. 

Avances en el conocimiento de la Gen6tica del cancer han permitido la 
clasificaci6n de distintos tipos de tumores renales. El subtipo mas comiin es el 

carcinoma convencional de c61ulas renales, que es diferente de los subtipos papilar, 

» 

crom6fobo o ductal colector. El oncocitoma renal es una neoplasia benigna, 

» 

indistinguible en ocasiones del carcinoma renal, que es una neoplasia maligna. 
Estudios previos han demostrado que todos estos subtipos histol6gicos son distintos 

• ■ 

gen&ica y biologicamente, y que.tanto su morfologia como comportamiento est£n 
determinados por factor moleculares distintivos (Kovacs G., et al., J. Pathol., 1997, 
183:131-133). ' 

En la actualidad, los sistemas de diagnostico del cancer renal cst&n basados 
en la identificaci6n de sintomas clinicos y en tecnicas radiologicas. Los sintomas 
mas comunes son hematuria (en el 50-60 % de los pacientes), dolor abdominal (en 
el 40 % de los pacientes) y una masa palpable en el flanco del abdomen (en el 30-40 
% de los pacientes) (Ritchie A.W.S. and Chisholm G.D., Semin. Oncol., 1983, 
10:390-400). La combinacion simultanea de estos sintomas ("triada clasica") se 
produce en menos del 10 % de los pacientes. Tumores pequenos, localizados, 
raramente producen sintomas, retrasando el diagnostico a estadios avanzados. El 25 
% de los tumores se diagnostican por tomografia computerizada y ultrasonografia 

■ ■ 

(Porena M., et al., J. Clin. Ultrasound, 1992, 20:395-400; Konnack J.W. and. 
Grossman H.B., J. Urol., 1985, 134:1094-1096; Thompson I.M. and Peek M., J. 
Urol., 1988, 140:487-490); los tumores diagnosticados con estas tecnicas son 
normalmente mds pequenos que los que producen sintomas y son m&s f&cilmente 
resecables para conseguir la curaci6n (Konnack J.W. and Grossman H.B., J. Urol., 
1985, 134:1094-1096; Thompson I.M. and Peek M., J. Urol., 1988, 140:487-490; 
Smith S.J., et al., Radiology, 1989, 170:699-703). 

La alteraci6n de los niveles de expresi6n gehica esta estrechamente 
relacionada con el crecimiento celular descontrolado y con procesos de des- 
diferenciaci6n, hechos comunes a todos los tipos de cancer. Los niveles de 
expresiori de 16s denominados "genes supresores de tumores", que actuan para 
evitar el crecimiento celular maligno, estin reprimidos en las celulas tumorales; y 



los niveles de expresi6n de los denominados "oncogenes", que actiian para inducir 
el creciniiento maligno, estSn aumentados en las celulas tumorales. 

Se han asociado muchos genes al desarrollado al desarrollo del c&ncer renal, 
como el gen de von Hippel-Lindau (Seizinger B.R., et al., Nature, 1988, 332:268- 
269) , el gen del receptor del factor de crecimiento epidermico (Ishikawa J., et al., 
Int. J. Cancer, 1990, 45:1018-1021), el gen de transformacion del factor de 
crecimiento alfa (Lager D.J., et al., Mod. Pathol., 1994, 7:544), el oncogen c-myc 
(Yao M., et al., Cancer Res., 1988, 48:6753-6757), genes del metabolismo retinoide 
(Guo X., et al., Cancer Res., 2001, 61:2774-2781), o genes de factores de adhesion 
celular (Kuroiwa, K., et al.7 ]~SWgr(Jnc6l~:r 

muchos de los genes implicados en el inicio y la progresi6n de los tumores renales 
son todavia desconocidos. 

Actualmente no existe ningtin m6todo no invasivo in vitro que detecte, con 
niveles aceptables de sensibilidad y especificidad, lbs tumores renales; un metodo 

► 

no invasivo con alta sensibilidad y especificidad permitiria la realizaci6n rutinaria 
de analisis clinicos para la detection de estos tumores. La identificacion de genes 
expresados diferencialmente en carcinomas renales, podria permitir la identificacion 
de marcadores biologicos, que podrian tener un alto valor para el diagnostico in 
vitro, el pronostico in vitro y el tratamiento de esta enfennedad (Boer J.M., et al., 
Genome Res., 2001, 11:1861-1870). La detecci6n de cambios en el nivel de 

• * * * 

expresion genica o en la concentraci6n de las proteinas codificadas, en fluidos 
corporales, podria ser la base de metodos no invasivos de diagn6stico in vitro del 
cancer renal. 

Una vez que al paciente se le ha diagnosticado un c&ncer renal, la reseccion . 
quinirgica es el tratamiento de eleccion. La nefrectomia radical, que incluye 

* 

reseccion del rin6n, grasa perirenal y la glandula adrenal ipsilateral, ha sido 
generalmente realizada desde los anos 60 (Robson G.J., et al., J. Urol, 1969, 
101:297-301). La cirugia "nephron-sparing" se ha utilizado para tratar tumores 
pequenos localizados (Herr H.W», Cancer, 1994, 73:160-162). El parametro mas 
importante para predecir la supervivencia es la extension anatomica del tumor. Los 
pacientes con tumores pequenos, localizados, que son resecados completamente, 
tienen unos indices de supervivencia mayores que aquellos con afectaci6n nodal o 



con metastasis distal. El 20-30 % de los pacientes con tumores localizados se curan 
tras la nefrectomia radical; menos de un 5% sufiren recidivas locales y un 50-60% de 
los pacientes desarrollan metastasis a distancia (Rabinovitch R.A., et al., J. Clin. 
Oncol., 1994, 12:206-212; Sandock, D.S., et al., J. Urol, 1995, 154:28-31). Una vez 
que la metastasis se desarrolla, el pronostico de supervivencia a largo plazo empeora 
significativamente; actualmente el 30% de los pacientes. que se diagnostican ya se 
encuentran en un estadio IV, es decir, han desarrollado metastasis a distancia. 

El tratamiento del carcinoma renal es extremadamente dificil por su 
capacidad de extenderse sin producir sintomas, por su inherente resistencia a la 
quimioterapia sistemica convencional y por la incapacidad de la radioterapia para 
reducir los niveles de recaida tras la nefrectomia, incluso en pacientes con 
afectacidn nodal o tumores no resecados completamente (Kjaer M., et aL, Int. J; 
Radiat. Oncol. Biol. Phys., 1987, 13:665-672). Casi el 50 % de los pacientes, y el 
90-95 % de los pacientes con metastasis a distancia, mueren durante los 5 afios 
posteriores al diagnostico. Frente a esta realidad, estudios de Gen6tica Molecular 
estan facilitando el conocimiento de la patog6nesis de esta enfermedad y puederi 
proporcionar nuevas dianas contra las que desarrollar nuevos agentes terap6uticos 
que sean m&s eficaces que los disponibles en la actualidad. 

♦ 

La familia de proteinas denominadas Plexinas esta compuesta por varios 
proteinas con dominios transmembrane citoplasmatica celular; las Plexinas actuan 
como receptores de las proteinas de la familia de las Semaforinas, aunque tambi6n 
se han encontrado expresadas en tejidos extraneuronales con otras funciones 
moleculares. La Plexina-B l actua como receptor de la Semaforina IE, que es una 
proteina que causa el colapso del crecimiento conal de las neuronas y la repulsion 
quimica de los axones (Driessens M.H., Olivo C, Nagata K., Liagaki, M., Collard 
J.G., FEBS lett.^ 2002, 529:168-172). A dia de hoy, no se ha demostrado que las 
Plexinas jueguen un papel en el proceso de carcinogenesis; sin embargo se ha 
demostrado que existe un patron complejo y din&nico de interaction entre Plexinas 
y pequenas proteinas rho guanosin trifosfatasas (Castellani V., et al., Curr. Opin. 
Neurobiol., 2002, 12:532). Estas Rho-GTPasas tienen una funci6n en el 
reordenamiento del citoesqueleto y est£n implicadas en procesos de adhesi6n y 



migration celular; de hecho, la activacion de la proteina Rac, uno de les miembros 
de esta familia, se ha asociado con procesos de inducci6n de la migracion celular y . 
el desarrollo de un fenotipo de invasion tumoral (Keely, et al.,1997. Nature 390, 
632-637; " Sander, et al., J. Cell Biol., 1998, 143:1385-1398). Por otro lado la 
quinasa activada por la proteina p2 1 (PAK) es el factor activador de Rac y cpmpite 
con la Plexina-Bl por unirse a Rac; esta interaction es bidireccional, ya que la 
interaction Plexina-Bl - Rac inhibe la activacion de PAK (Vikis H.G., Li W., and 
Guan KX. Genes Dev., 2002, 16:836-845; Vikis H.G., Li W., and Guan K.L. Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA, 2002, 99:12085-12090). Se ha descrito tambien, utilizando 
DNA-chips, que el gen plexina-Bl era uno de ios 213 genes que presentaban una 
expresi6n reducida en muestras de carcinomas de c61ulas renales, al compararlas 
con muestras de rinon sano (Gieseg M.A., Cody T., Man M.Z., Madore S.J., Rubin 
M.A., and Kalfjian E.P., BMC Bioinfonnatics, 2002, 3:26); pero no demostraban 
lps autores de este trabajo, que los niveles diferenciales de expresion gdnica de la 
Plexina-Bl se mantuviesen al analizar las muestras por metodos mas sensibles, 
. especificos y fiables que los DNA-chips, como por ejemplo RT-PCR cuantitativa; ni 
demostraban que los niveles diferenciales de expresi6n genica se tradujesen en 
niveles diferenciales de expresi6n proteica. 

En concordancia con esta hipot6tica fimci6n de la Plexina-Bl, los autores de 
la presente invencion han descubierto, tras laboriosa investigation y empleando 
diferentes tecnicas (DNA-chips y PCR cuantitativa para medir los niveles de 
expresion g6nica y Western-blot para medir los niveles de expresion proteica), que 

* • 

sorprendentemente la expresi6n del gen plexina-Bl se ve reducida en carcinomas de 
rinon, siendo la reduccion proporcional a la malignidad y a la invasividad. M4s 
sorprendentemente, los autores de la presente invencidn han descubierto que 
tambien la concentraci6n de la proteina Plexina-Bl se ve disminuida en carcinomas 
de rinon. 

La presente invenci6n proporciona por tanto \m m6todo in vitro para detectar 
la presencia de un carcinoma en un individuo, para determinar el estadio o la 
severidad de dicho carcinoma en el individuo, o para monitorizar el efecto de la 



terapia administrada a un individuo que presents dicho carcinoma, basado en la 
detecci6n y/o cuantificaci6n de la proteina Plexina-Bl, del mRNA del gen plexina- 
Bl o el correspondiente cDNA en una muestra de dicho individuo. 



OB JETO DE LA INVENCI6N 

La presente invenci6n tiene como objeto principal proporcionar un metodo 
para detectar la presencia de un carcinoma en un individuo, para deterrninar el 
estadio o la severidad de dicho carcinoma en el individuo, o para monitorizar el 

» 

efecto de la terapia administrada a un individuo que presente dicho carcinoma, 
basado en la detecci6n y/o cuantificaci6n de la proteina Plexina-Bl, del rnRNA del 
gen plexina-Bl o el correspondiente cDNA en una muestra de dicho individuo. El 
carcinoma a detectar es preferiblemente un carcinoma de rinon. 

Otro objeto de la presente invenci6n es.un metodo in vitro para buscar, 
identifier, desarrollar y evaluar la eficacia de compuestos para la terapia del cancer; 
preferiblemente del cancer de rifion. 

Un objeto adicional de la invention reside en el uso de secuencias derivadas 
del gen plexina-Bl en metodos debusqueda, identification, desarrollo y evaluation 
de la eficacia de compuestos para terapia del cancer; en particular para terapia del 
cancer de rinon. 

Otro objeto de la presente invenci6n consiste en proporcionar agentes 
caracterizados porque inducen la expresi6n y/o la actividad de la proteina Plexina- 

• ■ 

Bl, o porque inhiben los efectos carcinog6nicos de la represidn de la expresi6n de la 
proteina Plexina-Bl, para el tratamiento del cancer; en particular del cancer de 
rinon. 

■ • 

Por ultimo, es tambien objeto de la invenci6n una composici6n farmaceutica 
que comprenda uno o varios agentes terap6uticos junto con un excipiente 
farmaceuticamente aceptable, para el tratamiento del cancer; en particular del cancer 
de. rinon. 

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS 



8 
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cuantitativa en tiempo real en muestras procedentes de biopsias de rinon de 
individuos afectados por . distintos tipos de carcinomas renales. Las barras 
representan el nivel de expresion del gen plexina-Bl frente al nivel de expresion del 
gen gadph (gen de referenda) en cada una de las muestras tumorales y no tumorales. 

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION 

Para facilitar la comprension de la presente solicitud de patente, exponemos 

a contin^^ ^~ 
invencion: 

Los terminos "sujeto" o "individuo" se refieren a miembros de especies de 
animates mamiferos, e incluye, pero no se limita, a animates domesticos, primates y 
humanos; el sujeto es preferiblemente un ser humano, masculino o femenino, de 

• * 

cualquier edad o raza. 

El termino "cancer o carcinoma" se refiere a la enfermedad que se 
caracteriza por una proliferation descontrolada de celulas anormales cap aces de 

■ - 

invadif tejidos adyacentes y diseminarse a organos lejanos. 

El termino "cSncer de rinon" refiere a cualquier desorden proliferative 

maligno de celulas del rinon. 

El termino "tumor" se refiere a cualquier masa anormal de tejido product© 
de un proceso neoplasico, benigno (no canceroso) o maligno (canceroso). 

El termino "gen" se refiere a una cadena molecular de 
desoxirribonucleotidos, que codifica una proteina. 

El termino "DNA" se refiere al dcido desoxiiribpnucleico. Una secuencia de 
DNA es una secuencia de desoxirribonucleotidos. 

El termino "cDNA" se refiere a una secuencia de nucle6tidos, 
complementaria de una secuencia de mRNA. 

El termino "RNA" se refiere al acido ribonucleico. Una secuencia de RNA 
es una secuencia de ribonucleotides. 

El termino "mRNA" se refiere al acido ribonucleico mensajero, que es la 
fraction del RNA total que se traduce a proteinas. 
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La frase mKWA transcnto ae se renere a w uousuipviuu vxwx s ^ K ^^^ 
en mRNA, como primer paso para que el gen se exprese y traduzca a proteina. 

El termino "secuencia de nucle6tidos" o "secuencia nucleotidica" se refiere 
indistintamente a una secuencia de ribonucle6tidos (RNA) o de 
desoxirribonucle6tidos (DNA). 

El termino "proteina'* se refiere a una cadena molecular de aminoacidos, con 

una actividad biol6gica. 

El gen "plexina-Bl" corresponde al gen denomindo "plexin-Bl" en ingles y 
presenta el numero de c6digo de GeneB ank ACCB007 867 . 

Los tdrminos "peptido" y "polip6ptido" se refieren a un fragmento proteico. 
Los t6rminos "proteina" y "p6ptido'\ se usan indistintamente. 

La frase "expresi6n reducida" significa que los niveles medidos del gen o de 
la proteina en pacientes de cancer, son inferiores a los niveles medidos en una 
pbblacion control de sujetos sin historial de cancer. 

El termino "sensibilidad" se refiere a la deteccion de falsos negativos 
(diagn6stico negativo de cancer, cuando el paciente estd afectado de cancer); una 
sensibilidad del 100% significa que no hay falsos negativos. 

El t6rmino "especificidad" se . refiere a la deteccion de falsos positivos 
(diagn6stico positive- de cancer, cuando el paciente no esta afectado de cancer); una 
especificidad del 100% significa que no hay falsos positivos. 

* ■ 

El t6rmino "anticuerpo" se refiere a una glucoproteina que exhibe una 
actividad de uni6n especifica por una proteina particular, a la que se denomina 
"antigeno" El termino "anticuerpo" comprende anticuerpos monoclonales, o 
anticuerpos policlonales, intactos, o fragmentos de ellos; e incluye anticuerpos 
humanos, humanizados y de origen no humano. Los "anticuerpos monoclonales" 
son poblaciones homogeneas de anticuerpos, altamente especificos, que estan 
dirigidas contra un unico sitio o "determinante" antigenico. Los "anticuerpos 
policlonales" incluyen poblaciones . heterogeneas de anticuerpos, que estan dirigidos 

• . ... 

contra difererttes determinantes antig6nicos. 

El termino "epitopo", tal como se utiliza en la presente invention, se refiere 
a un determinante antigenico de una proteina, que es la secuencia de aminoacidos de 
la proteina que un anticuerpo especifico reconoce. 
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El tfrmino "fase s61ida", tal como se utiliza en la presente invencion, se 

* 

refiere a una matriz no acuosa a la que se puede unir el anticuerpo. Ejemplos de 
materiales para fase solida incluyen vidrio, polisacaridos, por ejemplo agarosa, 
poliacrilamida, poliestireno, alcohol polivinilico y siliconas. Ejemplos de formas de 
fase solida son el pocillo de una placa de ensayo o una columna de purification. 

El termino "oligonucle6tido cebador", tal como se utiliza en la presente 
invencion, se refiere a una secuencia nucleotidica, que es complementaria de una 

* * 

secuencia nucleotidica del gen plexina-Bl. Cada cebador hibrida con su secuencia 
nucjeptidica diana y actua como un silio de inicio para la polimerizacion del DNA. 

El termino "sonda", tal como se utiliza en la presente invencion, se refiere a 
una secuencia nucleotidica complementaria de una secuencia nucleotidica derivada 
del gen plexina-Bl y que se puede utilizar para detectar esa secuencia nucleotidica 

< 

derivada del gen plexina-Bl. 

El t6rmino "diana terapeutica" se refiere a secuencias nucleotidicas o 
peptidicas, contra las que se puede disenar y aplicar clinicamente un farmaco o 
compuesto tef apeutico. . 

El termino "agonista" se refiere a cualquier molecula que mimetice la 
actividad biologica de la molecula agonizada. Ejemplos de moleculas agonistas 
incluyen, entre otros, proteinas, peptidos, variaciones de secuencia de peptidos 
naturales y pequenas moleculas orgdnicas (de peso molecular inferior a 500 
daltons). 

El t6nnino 'Vector de expresi6n recombinante" se refiere a un replicon al 
que esta ligada otra secuencia de nucle6tidos, para que esta otra secuencia pueda ser 
transportada, introducida y expresada en el interior de las celulas. 

El termino "replic6n" se refiere a una secuencia de nucleotidos que es capaz 
de autoreplicarse en el interior de las celulas. 

V 

La presente invencion se basa en el descubrimiento de que tanto la expresion 
genica del gen plexiha-B 1 , como la concentracion de la proteina Plexina-Bl se ven 
reprimidas con el desarrollo de un c&ncer; especialmente en los c&aceres de rindn. 



En este sentido, la presente invencion proporciona, en primer lugar, «« 
metodo in vitro para detectar la presencia de. un carcinoma eri. un individuo, para 
determinar el estadio o la severidad de dicho carcinoma en el individuo, o para 
monitorizar el efecto de la terapia administrada a un individuo que presente dicho 

* 

carcinoma, que comprende: 

a) la deteccion y/o cuantificaci6n de la proteina Plexina-Bl, del mKNA 
del gen plexina-Bl o el correspondiente cDNA en una muestra de 
dicho individuo, y 

b) la comparacidn de la cantidad de proteina Plexina-Bl, de la cantidad 
de mRNA del gen plexina-Bl o de la cantidad del correspondiente 
cDNA detectada en una muestra de uh individuo; con la cantidad de 
proteina Plexina-Bl, con la cantidad del mKNA del genplexina Bl o 
con la cantidad del correspondiente cDNA detectada en las muestras 
de indviduos control o en muestras anteriores del mismo individuo o 
con los valores normales de referenda. 

* 

El metodo proporcionado por la presente invencion es de alta sensibilidad y 
especificidad, y se basa en que sujetos o individuos diagnosticados de cancer, en 
particular de cancer de rifion, presentan niveles bajos de mKNA transcrito del gen 
plexina-Bl, niveles reducidos de expresion del gen plexina-Bl, o concentraciones 
disminuidas de la proteina codificada por el gen plexina-Bl (proteina Plexina-Bl), 
en comparacion con los correspondientes niveles en muestras procedentes de sujetos 
sin historial cUnico de cancer, como por ejemplo cancer de rifion. 

. El presente metodo comprende una etapa de obtenci6n de la muestra del 
individuo. Se puede trabajar con distintas muestras fluidas como, por ejemplo: 
orina, sangre, plasma, suero, Uquido pleural, liquido ascitico, Uquido sinovial, bilis, 
semen o Uquido cefalorraquideo. La muestra tambien puede ser un tejido, como por 
ejemplo tejido de rin6n, que se puede obtener por cualquier m6todo convencional. 

Las muestras pueden ser obtenidas de sujetos previamente diagnosticados, o 
no diagnosticados, de cancer, como por ejemplo cancer de rifion; o tambien de un 
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i .-J. j 4.~Aj-*. ^votnompTitp p.nntra el cancer. 

sujetb en tratanuento, o que na siuu uotouu F *w,.— — *» 

especialmente contra el cancer de rifion. 

El presente metodo comprende ademas una etapa de extraccibn de la 
muestra, ya sea para obtener el extracto de proteinas de esta, o bien para obtener el 
extracto de RNA total. Uno de estos dos extractos representa el material de trabajo 
para la siguiente fase. Los protocolos de extraction de la proteina total o del PJSTA 
total son bien conocidos por el experto en la materia (Chomczynski P. et al., Anal. 
Biochem., 1987, 162: 156; Chomczynski P., Biotechniques, 1993, 15: 532). 

Cualquier ensayo convencional se puede utilizar en el marco de la invention 
para detectar cancer, especialmente el cancer de rifion, siempre que midan in vitro 
' los niveles de mRNA transcrito del gen plexina-B 1 o su cDNA complementario, o 
la concentration de proteina Plexina-Bl, en muestras recogidas de los individuos a 
analizar y de individuos control. 

En el caso. de que lo que se pretenda detectar sea la proteina, concretamente 
la proteina Plexina-Bl, el metodo de la invencibn comprende una primera etapa de 
puesta en contacto del extracto de proteinais de la muestra con una composition de 
uno o mas anticuerpos especificos contra uno o mas epftopos de la proteina Plexina- 
Bl, y una segunda etapa de cuantificacibn de los. complejos formados por 
anticuerpos y la proteina Plexina-Bl. . 

Existe una amplia variedad de ensayos inmunoldgicos disponibles para 
detectar y cuantificar la formation de complejos especificos antigeno-anticuerpo; 
numerosos ensayos de uni6n de proteinas, competitivos y no competitivos, han sido 
previamente descritos, y un gran mimero de estos ensayos esta disponible 
comercialmente. 

■ 

Asi, la proteina Plexina-Bl se puede cuantificar con anticuerpos como, por 
ejemplo: anticuerpos monoclonales, policlonales, intactos o fragmentos 
recombinantes de ellos, combibodies y fragmentos Fab o scFv de anticuerpos, 
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* 

especificos contra la proteina Plexina-Bl; siendo estos anticuerpos humanos, 

— - 

humanizados o de origen no humano. Existen anticuerpos que se unen 
especificamente a la proteina Plexina-Bl, que est&n disponibles comercialmente. 
Los anticuerpos que se emplean en estos ensayos pueden estar marcados o no; los 
anticuerpos no marcados se pueden utilizar en ensayos de aglutinacion; los 

* m 

anticuerpos marcados se pueden utilizar en una amplia variedad de ensayos. Las 
moleculas marcadoras que se pueden utilizar para marcar ios anticuerpos incluyen 
radionucleotidos, enzimas, fluor6foros, reactivos quimiohraiiniscentes, sustratos 
enzim&ticos o cofactores, inhibidores enzim&ticos, particulas, colorantes y 
derivados. 

Existe una amplia variedad de ensayos bien conocidos, que se pueden 
utilizar en la presente invenci6n, que utilizan anticuerpos no marcados (anticuerpo 
primario) y anticuerpos marcados (anticuerpo secundario); entre estas tecnicas se 
incluyen el Western-blot o transferencia Western, ELISA (Enzyme-Linked 
inmunosorbent assay o ensayo inmunoabsorvente ligado a enzima), RIA 

4 

(Radioinmunoassay o Radioinmunoens&yo), EIA competitivo (Competitive enzyme 
immunoassay o Inmunoensayo enzim&tico competitivo), DAS-ELISA (Double 
antibody sandwich-ELISA o ensayo ELISA s&idwich con doble anticuerpo), 
tecnicas inmunocitoqufmicas e inmunohistoqulmicas, t6cnicas basadas en el empleo 
de biochips o microarrays de proteinas que incluyan anticuerpos especificos. o 
ensayos basados en precipitaci6n coloidal en fonnatos tales como dipsticks. Otras 
maneras para detectar y cuantificar la proteina Plexina-Bl, incluyen tecnicas de 
cromatografia de afinidad, ensayos de uni6n a ligando o ensayos de union a lectina. 

* 

El inmunoensayo preferido en el metodo de la invencidn es un ensayo 

„ * 

ELISA sandwich con doble anticuerpo. En este inmunoensayo se puede utilizar 
cualquier anticuerpo o combinacion de anticuerpos, especificos contra uno o mds 
epitopos de la proteina Plexina-B 1 . Como ejemplo de uno de los muchos posibles 
fonnatos de este ensayo, un anticuerpo, monoclonal o policlonal, o un fragmento de 
este anticuerpo, 6 una combinacion de anticuerpos, que recubren una fase s61ida, se 
ponen en contacto con la muestra a analizar, y se incuban durante un tiempo y en 
condiciones apropiados para formar los complejos antigeno-anticuerpo. Despues de 
un lavado en condiciones apropiadas para eliminar los complejos no especificos, se 



incuba con los complejos antigeno-anticuerpo, en condiciones y tiempo apropiados, 
un reactivo indicador, que comprende un anticuerpo monoclonal o policlonal, o un 
fragrnento de este anticuerpo, o una combinaci6n de estos anticuerpos, unidos a un 
compuesto generador de una senal. La presencia de la proteina Plexina-Bl en la 
muestra a analizar, se detecta y cuantifica, en caso de que exista, midiendo la senal 
generada. La cantidad de proteina Plexina-Bl presente en la muestra analizar es 
proporcional a esa senal. 

En.d casp de que se pretenda detectar el mRNA_o el cDNA correspondi ente 

al gen plexina-Bl, y no la proteina, el m6todo de la invenci6n presenta etapas 
diferentes. Asi, tuia vez obtenida la muestra y extraido el RNA total, el m6todo de la 
invention, la detection del mRNA o del correspondiente cDNA del gen plexina-Bl, 
comprende una prirnera etapa de amplificacion del extracto de RNA total o del 
correspondiente cDNA sintetizado por retrotranscripcion a partir del mRNA, y una 

* * 

segunda etapa de cuantificacion del producto de la amplificacion del mRNA o del 
cDNA del gen plexina- B 1 . 

» a 

Un ejemplo de amplificaci6n del mRNA, consiste en retrotranscribir el 
mRNA en cDNA (RT), seguido de la Reaction en Cadena de la polimerasa (PCR), 
usando oligonucledtidos cebadores, siendo las secuencias de los. cebadores 
utilizados 5 5 ACAGTGTGACAGGCAAGGCC-3 ' y 5*- 

C AC AGCC AAT AGTGC ATTC AAGG-3 ' ; la PCR es una t<§cnica de amplificacion 

» 

de una determinada secuencia nucleotidica (diana) contenida en una mezcla de 
secuencias nucleotfdicas. En la PCR, se utiliza un exceso de una pareja de 

■ 

oligonucleotides cebadores, que hibridan con las hebras complementarias de la 
secuencia nucleotidica diana. A continuation, una enzima con actividad polimerasa 
(DNA Taq Polimerasa) extiende cada cebador, utilizando como molde la secuencia 
nucleotidica diana. Los productos de la extensi6n se convierten entonces en 
secuencias dianas, tras la disociaci6n de la hebra diana original. Nuevas mol6culas 
de cebador hibridan y ia polimerasa las extiende; el ciclo se repite para aumentar 
exponencialmente el mimero de secuencias diana. Esta tecnica esta descrita en las 
patentes US 4683195 y US 4683202. Se ban descrito previamente muchos m6todos 
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para detectar y cuantificar los productos de ia ampiificaci6n por PCP„ de los que 
cualquiera puede ser usado en esta invenci6n. En un metodo preferido de la 
invencion, el producto amplificado se detecta por electroforesis en gel de agarosa, 
de la manera siguiente: cinco microUtros del producto de la amplificaci6n se 
someten a una separacidn por electroforesis en un gel de agarosa a una 
concentraci6n del .2%, en un tamp6n TBE 0,5x a 100 vdc, durante una hora. Tras la 
electroforesis, el gel se tine con bromuro de etidio y el producto de la amplificacion 
se visualiza al iluminar el gel con luz ultravioleta (uv); como alternativa a la tinci6n, 
y realizaci6npreferida, se puede transferor el producto amplificado a una membrana 
de nailon por tecnicas de Southern blotting o transferencia Southern, para ser 
detectado con una sonda especifica del cDNA del gen plexina-Bl, 

* 

convenientemente marcada.. 

En otro ejemplo la detecci6n del mRNA se realiza transfiriendo el mRNA a 
una membrana de nailon, mediante tecnicas de transferencia como por ejemplo 
Northern-blot o transferencia Northern, y detectandolo con sondas especificas del 
mRNA o del correspondiente cDNA del gen plexina-Bl . 

En una realization particular la amplificacion y cuantificacion del mRNA 
correspondiente al gen plexina-Bl se realiza a la vez mediante RT-PCR cuantitativa 
a tiempo real (Q-PCR). 

El paso final del metodo de la invenci6n consiste en comparar la cantidad de 
protema Plexina-Bl, la del mRNA del gen plexina-Bl o la del correspondiente 
cDNA detectada en una muestra de un individuo; con la cantidad de proteina 
Plexina-Bl, la del mRNA del gen plexina-Bl o la del correspondiente cDNA 
detectada en las muestras de sujetos control o en muestras anteriores del mismo 
individuo, o con los valores normales de referencia. 

> * 

- 

■ 

La invenci6n tambien proporciona un metodo in vitro para identificar y 
evaluar la eficacia de agentes para terapia del cancer, preferiblemente para el cancer 
de rinon, que comprende: " 



a) poner en contacto un cultivo de celulas tumorales, preferibiemente de 
rifi6n, con el agente candidate, en las condiciones y durante el tiempo 

. apropiados para permitir que interaccionen, 

b) detectar y cuantificar los niveles de expresi6n del gen plexina-Bl o la 
proteina Plexina-Bl, y 

c) comparar dichos niveles de expresi6n con los de cultivos control de 
c61ulas tumorales sin tratar con el compuesto candidato. 



La cuantificacion de los niveles de expresi6n del gen plexina-Bl o la 

' m 

proteina Plexina-Bl se realizan de modo semejante a como se indica en el metodo 
de la invencion para detectar in vitro la presencia del cancer de de rifi6n en un 
individuo. 

♦ 

Cuando un agente aumenta los niveles de expresion del gen plexina-Bl o 
revierte los efectos de la expresion reducida de dicho gen, preferibiemente 
disminuyendo los niveles de proliferation celular, este agente se convierte en 
candidato para la terapia del cancer y, especialmente del carcinoma de rinon. 

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso de secuencias nucleotidicas o 
peptidicas derivadas del gen plexina-Bl para detectar la presencia de un cancer, 
especialmente de un cancer de rin6n en un individuo, para determinar el estadio o la 
severidad de dicho carcinoma en el individuo, o para monitorizar el efecto de la 
terapia administrada a un individuo que presente dicho carcinoma. 

En otro aspecto de la invention se hace referencia a agentes caracterizados 
porque inducen la expresi6n y/o la actividad de la proteina Plexina-Bl. Estos 
agentes, que se pueden identificar y evaluar segiin la presente invencion, pueden ser 
seleccionados del grupo formado por: 

a) vectores de expresi6n recombinantes que expresan la proteina Plexina-Bl. 
El vector puede ser introducido in vivo en las c61ulas del individuo diagnosticado de 
cancer; el vector de expresi6n tambi6n puede ser introducido en las celulas ex vivo, 
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rindiendo celulas transformadas que son posteriormente introducidas en el 
individuo. Ejemplos de vectores de expresi6n recombinantes son virus quimericos; 

* 

ejemplos de vectores virales utiles para terapia genica incluyen aquello vectores. 
derivados de adenovirus, virus herpes, vaccinia, o cualquier virus cuyo material 
genetico sea RNA, como los retrovirus de aves o de murfnidos. En estos vectores, el 
gen plexina-Bl puede estar unido a un promoter de expresion genica especifico del 
tejido afectado por el cancer, por ejemplo rifl6n, de manera que se evite la expresidn 
del vector en otros tejidos donde no es necesaria. Otros ejemplos de sistemas de 
vehiculizaci6n del gen plexina-Bl al interior de las celulas tumorales son los 
sistemas de dispersion coloidal; ejemplos de sistemas de dispersi6n coloidal 
incluyen complejos macromoleculares, nanocapsulas, microsferas, perlas y sistemas 
lipidicos como emulsiones aceite-en-agua, micelios, miceUos mixtos y liposomas. 

b) agentes . citotdxicos, tales como toxinas, moteculas con atomos 
radiactivos, o agentes quimio-terapeuticos, entre los que se incluyen, sin limitation, 
pequenas moteculas organicas e inorganicas, peptidos, fosfopeptidos, moleculas 
antisentido, ribozimas, moldculas de triple helice, etc., que inhiben los efectos 
carcinog6nicos de la represion de la expresidn y/o de la actividad de de la proteina 
Plexina-Bl, y 

c) compuestos agonistas de la proteina Plexina-Bl, que inducen, mimetizan 
o reemplazan una o mas de las funciones de la proteina Plexina-B 1 . 

Otro objeto de la invencidn esta constituido por el empleo de los agentes 
caracterizados porque inducen la expresidn y/o la actividad de la proteina Plexina- 
Bl, asi como de la misma proteina Plexina-Bl, en el tratamiento del cancer, 
especialmente en el tratamiento del cancer de rindn. 

Constituye tambien un objeto de la presente invencidn una composicidn. 
farmaceutica que comprende una cantidad terapeuticamente eficaz de uno o varios 
agentes de los mencionados anteriorinente, o de la misma proteina Plexina-Bl, 
junto con uno o mas excipientes y/o sustancias transportadoras. Ademas dicha 
composici6n puede contener cualquier otro ingrediente activo que induzca, 
mimetice o reemplace una o m&s de las funciones de la proteina Plexina-B 1 . 
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Los excipientes,. sustancias transportadoras y sustancias auxiliares tienen que 
ser farmaceuticamente y farmacol6gicaniente tolerables, de modo que puedan ser 
combinados con otros componentes de la formulation o preparaci6n y no ejerzan 
efectos adversos en el organismo tratado. Las compositions farmaceuticas o 
formulaciones incluyen aquellas que son adecuadas para la administraci6n oral o 
parenteral, (incluyendo subcutanea, mtradermica, intramuscular e intravenosa), 
aunque la mejor via de administraci6n depende del estado del patiente. Las 
formulaciones pueden ser en forma de dosis sencillas. Las formulaciones se 
preparan de acuerdo con. metodos conocidos en el campo de la farmacolbgia. Las . 
■ cantidades de sustancias activas para administrarse pueden variar en funci6n de las : y j 
particularidades de la terapia. 



• • • 

• • • 



Por ultimo, constituye tambien. un objeto de esta invention el uso de 
secuencias nucleotidicas o peptidicas derivadas del genplexina-Bl, como dianas o 
herramientas para el desarrollo de farmacos para tratar el cancer en un individuo, 
especialmente el cancer de rinon. 

Los siguientes ejemplos ilustran la invenci6n; 

mm m 

Ejemplo 1.- Analisis diferencial de expresidn del gen plexina-Bl en muestras 
tejido de Rifi6n, utUizando los microarrays Human Genome U95 DNA arrays. 



• • « 

• • • 

• •• • 

• mmm 

m 
m 

m ♦ • • 



♦ 

1.1. Materiales y metodos 

Microarrays. Se utilizaron los microarrays GeneChip Test 3 (Affymetrix, Santa Clara), 
que permiten testar la calidad del KNA, previamente al analisis de expresi6n con el array 
GeneChip Human . Genome U95A (Affymetrix, Santa Clara), que representa 12.000 
secuencias completas de genes anotados; el gen plexina-B 1 (plexin Bl) esta representado 
en el microarray por el set de sondas 33783_at de Affymetrix, que son oligonucle6tidos 
sentido de 25 nucleotidos de longitud, disefiados en base a la secuencia Hs.200480 de 
Unigene, o AB007867 de GeneBank (Tabla 1). 
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Tabla 1, Descripcidn de las sondas correspondientes al set de sondas 33783_at 



Orden Consecutivo 
De las sondas 


Zona de la secuencia de 
reierencia interrogada . 


Secuencia de la sondatS^') 


1 


6720 


TTCAGCCTGGGCTGGGCAGCCCTGG 


2 


6757 


GAGGCCACCTTCTTAGGTGCCTGTA 


3 


D/75 


GCCTGTAGTGACTGACAAGCAGAGT 


A 


o / / / 




5 


6863 


AGACCCGGGGCCTCAAGGCTCATGG 


6 

n » ... ■ 


6871 


GGCCTCAAGGCTCATGGGGTAGTAC 


7 


6882 


TCATGGGGTAGTACCCAGCCTGCTC 


8 


6916 


AGCGACCCTGTGACACCGGTCTGCA 


9 


6918 


CGACCCTGTGACACCGGTCTGCAGG 


10 


7021 


CTGGCCTTGGCCACACTGGGATTCG 


11 


7024 


GCCTTGGCCACACTGGGATTCGGAG 


12 


7055 


GAGGAGAGCCCCATGCTTCCTGTCT 


13 


7057 


GGAGAGCCCCATGCTTCCTGTCTGC 


14 . 


7210 


ACAGGGCTGCCCTGCCTCATAGGTA 


15 


7222 


TGCCTCATAGGTAGCCATGGTGAGG 


16 


7274 


AGAGTGGTGACTCCATTGACCCAGC 



• 

Muestras. Las muestras de rinon eStudiadas procedian de biopsias, obtenidas pdr* 

resection quirurgica, de 12 individuos afectados de oncocitoma renal (n=l), carcinoma 

* 

renal conventional (n=8), carcinoma renal cromofobo (n=l) o carcinoma renal de c61uta§* 

papilares (n=2). De cada individuo, se recolecto tejido neopl&sico y, como control* 

negativo, tejido no neopl&sico. Todas las muestras fueron clasificadas histologicamenti] 

en el servicio de Anatomia Patol6gica del Hospital Universitario Marques de ValdeciUa* j 

• • 

el mismp hospital donde las muestras habian sido recogidas, sigiiiendo los preceptos de 

- • 

la Declaration de Helsinki. Las muestras se congelaron en nitrogeno Hquido 
inmediatamente tras su extracci6n y se mantuvieron a -80°C hasta el momento de su 
an&lisis. 
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Tabla 2. Datos clinicopatol6gicos de los neopiasmas reuales analizados. 
Eda 

Caso Genero 
d 



1 58 Hombre 

2 80 Hombre 

3 78 Hombre 

4 38 Hombre 

5 68 Hombre 
„6_ 76 „Mujer _ 

7 51 Hombre 

8 45 Hombre 

9 57 Hombre 

10 55 Hombre 

11 69 Hombre 

12 79 Hombre 



Tlijicmn^tico histoloffiCO 


Estadio 


Evolucion . 


CR Convencional 


n" 


V&S (28 meses) 


CR Convencional 


n 


V&S (16 meses) 


CR Convencional 




V&S (20 meses) 


CR Convencional 


n 


V&S (24 meses) 


CR Convencional 


n 


V&S (24 meses) 


CR Convencional 


n 


V&S (22 meses) 


CR Convencional 


m • 


MDE(15 meses) 


CR Convencional 


in 


MDE(11 meses) 


CR Crom6fobo 


n 


V&S (25 meses) 


CR Papilar (bajo grado) 


n 


V&S (24 meses) 


CR Papilar (alto grado) 


m 


V&S (1 8 meses) 

f 


Oncocitoma renal 


n 


V&S (26 meses) 



• • • 



10 



15 



CR: Carcinoma renal . : „ 

V&S (n meses): Vivo y Sano, n meses despues de diagnostico. # .. 
MDE (n meses): Muerto debido a la enfermedad, n meses despu6s de diagnostico/. 



• 4 



• • • ■ 



Analisis GeneChip de expresion genica • . _ 

El analisis se llev6 a cabo con RNA total procedente de 1 muestra de teji^jlj 
neoplasico de rifl6n de 1 individuos afectado de oncocitoma renal (Muestra #12), cbjj.j 
mezclas equimolares (pools) de RNAs totales procedentes de un conjunto de 8 muesteasj. 
de tejido neoplasico de rin6n de 8 individuos afectados de carcinoma renal convencional" 
(Pool 1), RNA total procedente de 1 muestra de tejido neoplasico de rifi6n de 1 individuo 
afectado de carcinoma renal crom6fobo (Muestra #9), y, como control negative, con 
mezclas equimolares de RNAs totales procedentes de un conjunto de muestras de tejido 
no neoplasico de rifi6n de individuos afectados de oncocitoma renal, carcinoma renal 
convencional y carcinoma renal cromdfobo (Pool 2) (Tabla 2). 
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Tabla 3. Descripcion de ias muestras de tejido rfe rifion analizadas 





Oncocitoma 
renal 


Carcinoma 

renal convencional 


Carcinoma renal 
Cromofobo ■ 




Muestras 
de tejido 
neopl&sico 


#12 


Pooll 


#9 


Muestras . 

de tejido 

no neoplasico 


Pool 2 

• * 



Sintesis del cRNA- 

El RNA total de cada una de las biopsias se obtuvo homogenizando el tejido en\.. 
TRIzol® Reagent (Life Technologies), siguiendo las recomendaciories del proveedor. El* 
RNA total resultante se limpi6 con el kit Rneasy (QIAGEN) (Chomczynski P. et al.^ 
Anal. Biochem., 1987, 162: 156; Chomczynski P., Biotechniques, 1993, 15: 532). D.ey. 
cada preparaci6n de RNA total se usardn 10 ug como material de partida para la sintesis 
de la primera hebra de cDNA con la enzima transcriptasa inversa Superscript™ H RNa|e.^ 
(Life Technologies), usando como cebador un oligonucle6tido oligo-dT que contenia 
secuencia del promoter de la RNA polimerasa del fago T7. La segunda hebra de cD*C; 
se sintetizo utilizando los enzimas DNA polimerasa I de E. coli (Invitrogen Lfife.. 
Technologies), DNA ligasa de E. coli (Invitrogen Life Technologies), Rnasa H de E. coli^ 
(Invitrogen Life Technologies), y DNA polimerasa del fago T4 (Invitrogen L^:j 
Technologies). El cRNA marcado con biotina se sintetizo usando el kit EN^q.j 
Bio Array™ HighVield™ Transcript Labeling Kit (Enzo Diagnostics hie). Despues de-la!. 
transcripcidn in vitro, se eliminaron los nucledtidos no incorporados usando las colurnrJaS" 
Rneasy (QIAGEN). 



Hibridacion y escaneado del array 

Se fragmentaron 15 ug de cada. cRNA biotinilado a 94»C durante 35 minutos en 
una soluci6n tampon que contenia 40 mM Tris-Acetato (pH %X\ lOOmM KOAc y 
30mM MgOAc El cRNA fragmentado se mezclo con buffer de bibridaci6n (lOOmM 
MES, 1M NaCl, 20 mM EDTA, 0.01% Tween 20) y se calento a 99° durante 5 minutos y 
posteriormente a 45° durante 5 minutos, para a continuacion ser cargado en el array de 
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Affymetrix. El pnmer array en ei que se reauzo ia mwiuawuu iuc *i ^ 
Affymetrix. Bste array permite testar la calidad del RNA previo al analisis de expresion 
en el Affymetrix® GeneChip® Human Genome 95 A (HG-U95A). 

Para la hibridacion, los arrays se incubaron en un homo rotatorio a 45° durante 16 
horas y con una rotacion constante de 60 rpm. 

El lavado y tincion de cada array se llev6 a cabo en la Estaci6n de Fluidos de 
Affymetrix®. Se uso un programa de lavado y tinci6n que incluia: 

-10x2 ciclos de lavado con SSPE-T 6x (0.9 m NaCl, 60 mM NaH 2 P04i 6 mM EDTA, 

..0.01%-T5sreen20) .a.25°, ; 

-4x15 ciclos con 0.1 mM MES, O.lMNaCl, 0.01% Tween 20 a 50° , 
-Tincion del cRNA biotinilado con un conjugado estreptavidina-ficoeritrina (ISO \ 

□g/mlMolecular Probes) 

-10x4 ciclos de lavado con SSPE-T a 25° 

-Tincion con un anticuerpo anti-estreptavidina durante 1 0 minutos : . . : 

-Tinci6n un conjugado estreptavidina-ficoeritrina (1 mg/ml, Molecular Probes) durante 

10 minutos 

-15x4 ciclos de lavado con SSPE-T a 3.0° 



• • • 



• * 

• • • i 



mm m i 

• • • > 

• mm > 



Los arrays se escanearon a 560 nm usando un microscopio confocal que utiliza** 
emision laser (Agilent GeneArray Scanner). El analisis de las lecturas de intensidad p., 
realiz6 con el software Microarray Suite 5.0. Para la comparaci6n de arrays, estos fuereHj*: 
escalados a una intensidad total de 1 00. 



• • • 



1.2.Resultados. 

El analisis diferencial de la expresion del gen plexina-Bl en los tejidos 
neoplasicos frente a los tejidos control, no neopldsicos, se realizo a partir de los datos de 
comparaci6n de arrays obtenidos utilizando el software de Affymetrix. Los parametros 
que se tuvieron en cuenta (en el orden en el que aparecen en la lista) fueron: i) Detecci6n. 
Indica si el transcrito esti Presente (P), Ausente (A) o Marginal (M), ii) Cambio: Indica 
si la expresi6n de un detenninado transcrito Aumenta (I), Decrece (D), No Cambia (NC), 
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Aumenta Marginalmente (MI), o Decrece Marginaimente Qau )t nij oipia. ~a^o 
(SLR) : indica el nivel de cambio de expresidn entre la linea base (control) y una muestra 
problema. Este cambio se expresa como el logj del ratio {fold change o numero de veces 
que la expresi6n del gen esta elevada o reprimida en la muestra problema-tumoral frente 
a la muestra controlrsana). Se considera significativo un valor de SLR de 1 (equivalente a 
unfold change de 2), para transcritos cuya expresi6n aumenta frente al control) y de -1, 
para transcritos cuya expresi6n disminuye frente al control. 

El analisis diferencial de la expresi6n del gen plexina-Bl en los estadios 
tumorales con respecto al control, demostr6 que los niyeles de expresi6n del gen plexina- 
Bl estaban reprimidos en el tejido neoplasias de rifion, respecto al tejido no neoplasico, y^ 
que.esa represi6n era mayor, cuanto mayor era la malignidad del tumor analizado: el 
nivel de represi6n era mayor de 2 veces (SLR<-1) en biopsias de oncocitomas renales 
(benignos), mayor de 4 veces (SLR<-2) en biopsias de carcinomas renales; 
convencionales (malignos) y mayor de 8 veces (SLR<-3) en biopsias de carcinomas 
renales cromofobos (mayor grado de malignidad) (Tabla 3). 



• • • 



Tabla 4. Resultados obtenidos para Plexin Bl. N. Acc. AB007867 



-• • • 
• • • • 



Oncocitoma vs Control 



AffySeq 
33783 at 



Detecci6n Pool 
2 
P 



Detecci6n 
#12 
A 



SLR 
#12 vs Pool 2 
-L2 



«- 



CAMBfO 
#12 vs£ool 
D. 



Carcinoma convencional vs Control 



AffySeq 



33783 at 



Deteccion Pool 
2 
P 



Deteccion 
. Pooll 
A 



SLR 
Pool 1 vs P ool 2 
-2,4 



CAMBIO 
Pool 1 vs Poc 
D 



Carcinoma crom6fobo vs Control 



Affy Seq Detecci6n Pool 

2 

33783_at P 



Detecci6n 
Muestras #9 
A 



SLR 
#9 vs Pool 2 
-3,6 



CAMBIO 
#9 vs Pool 
D 
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Ejemplo 2.- An&lisis diferencial de expresion del gen plexina-Bl en muestras de 
tejido de Rinon, utilizando la tecnica de RT-PCR cuantitativa a tiempo real. 

2.1. Materiales y mStodos 

Para determinar los uiveles de expresion del gen plexina-Bl, se realizo una RT- 
PCR cuantitativa a tiempo real en un 7000 Sequence Detection System utilizando una 

♦ 

mezcla SYBR green, PCR master mix (Applied-Biosystems, Foster City, EE.UU.). El 
-RNA- total -RNA se, extrajo de biopsias individuales usando el reactivo Trizol™ Reagent 

" * * - >. m * * _ 

- 

(Life Technologies, EE.UU.), siguiendo las instrucciones recomendadas por el fabricante; ~ 
este RNA total se purific6 a continuacion con el kit Qiagen Mini Kit spin columns • 
(Qiagen, EE.UU.). La integridad del RNA se confirmo por electroforesis en un gel de 
agarosa 1% y el RNA se cuantificd espectrofotometricamente. A continuaci6n, sew # 
digirieron 5 [ig de RNA total con DNasa I (1.2 uu/|ig RNA) y se procedi6 a la sinters*: 
del cDNA siguiendo el siguiente protocolo: Un fig de RNA tratado con DNAsa se 
mezclo, en un volumen total de 20 |xl 9 con la transcriptassa reversa Superscript™ Rna^L 

H-Reverse Transcriptase (Invitrogen, EE.UU.) (400 xmits/jxg RNA) y con 100 pmoles fife * 

^ ••• 

oligodT. El cDNA sintetizado se amplified utilizando cebadores especificos del gefl # 

humano plexina-Bl (5 5 - AC AGTGTGAC AGGC AAGGCC-3 9 , y 
CACAGCCAATAGTGCATTCAAGG-3 y cebadores especificos del gen humano. 
gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (gapdh). A continuacion, se calculo, con53I 
medida relativa de la expresion g6nica, la relaci6n entre la abundancia de mRNXsu 
transcritos de plexina-Bl y la abundancia de transcritos de gapdh: 2 n , donde n es el vaforj 
C t (threshold cycle) de gapdh menos el valor C t de plexina-Bl, y se normalizd el dato # dfe : 
la relation, en base al valor de la muestra con el nivel mas bajo de expresi6n de plexina- 

■ 

Bl. La especificidad de los productos de PCR se determino por andlisis de curvas de 
desnaturalizacion. Para cada secuencia g6nica, se construyo una curva patron realizada 
con diluciones seriadas de cDNA; a las concentraciones de cDNA molde para las 
reacciones en la curva patr6n se les dieron valores arbitrarios 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 
0.3125 and 0.15625. Las reacciones de PCR en tiempo real se prepararon utilizando el kit 
LightCycler-FastStart DNA master SYBR Green I kit (Roche, EE.UU.), siguiendo las 
instrucciones del fabricante. El programa de amplification consistfa en 1 ciclo de 95°C 
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durante 1 min ("hot start") seguido de 45 ciclos de 95°C (desnaturalizaci6n) durante 10 
seg, 60"C (anillamiento) durante 5 seg, 72"C (amplificacion y adquisicion) durante 10 
seg'. El programa de analisis de curvas de desnaturalizaci6n consistia en un ciclo de un 
pulso de 95°C, 65«C durante 15 seg, y un pulso de 95»C durante el paso de amplificacion 
y adquisici6n. . 

La eficiencia de amplificacion se calculo para cada reaction de PCR a partir de 
los datos de la curva patrdn,, utilizando la ecuacion: 

E== jQ-l/slope [1] 

■ • 

donde E es la eficiencia de amplificaci6n. 

La relaci6n de los valores de expresion genica se detennin6 por la ecuacion: : 

_ -(Cp target control-Cp target sample) 
^target 

Ratio = 

_ .(Cp reference control - Cp reference sample) . 

Ereference 

« 

donee E es la eficiencia de ampUficacion, Cp es el punto de cruce, target esplexina- \ 
BU reference es GAPDH, control es la muestra sana y sample es la muestra < 
tumoral. 



2.2. Resultados 

Se construyeron las curvas de amplificaci6n y desnaturafizacion de los genes 
diana (target, plexina-Bl) y de referenda (reference, gadph); en la curva de 
desnaturalizaci6n se vela un unico pico definido a la temperatura.correspondiente a 
la temperatura de desnaturaUzaci6n de cada producto, lo que indicaba que las 
reacciones eran especificas (datos no mostrados). Cada muestra se analiz6 por 
tripUcado para calcular el cambio relative en los niveles de expresion genica 
utilizando las ecuaciones 1 y 2 descritas en el apartado anterior. Los cambios en los 
niveles de expresion del gen plexina-Bl estan descritbs en la tabla 4. De las 
muestras neoplisicas analizadas, s61o una mostr6 niveles de expresi6n g6nica 
superiores a los niveles en las muestras no neoplasias; en los demas casos, que 
incluian muestras de carcinoma renal convencional, papilar y cromofbbo, los 
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niveles de expresi6n estaban claramente repnmiaos respect u .as 
procedientes de tejido no neoplasico (Figura 1). 
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REIVINDICACIONES 

1 . M6todo in vitro para detectar la presencia de un carcinoma en un 
individuo, para determinar el estadio o la seyeridad de dicho carcinoma en el 
individuo, o para monitorizar el efecto de la terapia administrada a un individuo que 
presente dicho carcinoma, que comprende: 

a) la detection y/o cuantificaci6n de la protefna Plexina-Bl, del mRNA del 
gen plexina-Bl o el correspondiente cDNA en una muestra de dicho 
individuo, y 

b) la comparacion de la cantidad de protefna Plexina-Bl, de la cantidad de 
mRNA del gen plexina-Bl o de la cantidad del correspondiente cDNA 
detectada en una muestra de un individuo; con la cantidad de protema 
plexina-Bl con . la cantidad del mRNA del gen plexina-Bl o con la 
cantidad del correspondiente cDNA detectada en las muestras de 
indviduos control o en muestras anteriores del tnismo individuo o con 
los valores normales de referencia. 

* * 

2. M6todo segtin la reivindicacion 1 en el que dicho carcinoma es un c&icer 
de rinon. 

* 

3. Metodo segiin la reivindicacion 1 en el que dicha muestra es una muestra 
de tejido de rinon. 

« 

m 

4. Metodo segtfn la reivindicaci6n 3 en el que dicha muestra de tejido de 
rinon a analizar se obtiene por cualquier metodo convencional, preferiblemente 
nefirectomla. 

5. Metodo segtin la reivindicaci6n 1 en el que dicha muestra es una muestra. 
de orina, sangre, plasma, suero, liquido pleural, liquido ascitico, liquido sinovial, 
bilis, semen, jugo gastrico o liquido cefalorraquideo. 
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6. Metodo segiin la reivindicacion 1, en el que dicha muestra a analizar se 
obtiene de un individuo al que no se le ha diagnosticado previamente carcinoma. 

7. Metodo segiin la reivindicaci6n 1, en el que dicha muestra a analizar se 
obtiene de un individuo al que se le ha diagnosticado previamente carcinoma. 

8. Metodo segiin las reivindicaci6n 1, en el que dicha muestra a analizar se 
obtiene de un individuo en tratamiento, o que ha sido tratado previamente, contra 

_ c&ncsr, _ _ 

9. Metodo segiin la reivindicaci6n 1 caracterizado porque comprende la 
realization de una extraction de la muestra, bien para obtener un extracto de 
prbteinas o bien para obtener un extracto que consiste en el RNA total. 

1 0. Metodo segun la reivindicaci6n 9 caracterizado porque la detecci6n de la 
proteina Plexina-Bl comprende una primera etapa de puesta en contacto del 
extracto de proteinas de la muestra con una composici6n de uno o mas anticuerpos 
especificos contra uno o mas epitopos de la proteina Plexina-Bl, y una segunda 
etapa de cuantificacion de los complejos formados por los anticuerpos y la proteina 
Plexina-Bl. 

11. Metodo segiin la reivindicacidn 10 caracterizado porque dichos 
anticuerpos comprenden anticuerpos monoclonales, pohclonales, intactos o 
fragmentos recombinantes de ellos, combibodies y fragmentos Fab o scFv de 
anticuerpos, especificos contra la proteina Plexina-Bl; siendo estos anticuerpos 
humanos, humanizados o de origen no humano. 

12. Metodo segiin las reivindicaciones 10 6 11 caracterizado porque para la 
cuantificaci6n de los complejos formados por los anticuerpos y la proteina Plexina- 
Bl se utilizan tecnicas seleccionadas del grupo formado por: Westem-blot, ELISA 
(Enzyme-Linked Inmunosorbent Assay o ensayo de inmunosorbente hgado a 
enzima), RIA (Radioimnunoassay o Radioinmimoensayo), EIA Competitivo 
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* 

(Competitive Enzyme Immunoassay o Inmunoensayo Enzimatico Competitive), 
DAS-ELISA (Double antibody Sandwich-ELISA o ensayo ELISA Sandwich con 
Doble Anticuerpo), tecnicas inmunocitoqulmicas e inmunohistoquimicas, tecnicas 
basadas en el empleo de biochips o microarrays de proteinas que incluyan 

anticuerpos especificos, ensayos basados en precipitation con oro coloidal en 

■ 

formatos tales como dipsticks; o mediante tecnicas de cromatografia de afinidad, 
ensayos de union a ligando o ensayos de union a lectina. 

13. Metodo segun la reivindicaci6n 9 caracterizado porque la deteccion del 

■ 

mRNA o del coirespondiente cDNA del gen plexina-Bl cdmprende una primera 
etapa de amplification del mRNA, incluido en el extracto de RNA total, o del 
correspondiente cDNA sintetizado por retrotranscripcion del mRNA, incluido en el 
extracto de RNA total, y una segunda etapa de cuahtificaci6n del producto de la 
amplificaci6n del mRNA o del cDNA del gen plexina-Bl . 

i 

14. Metodo segun la reivindicaci6n 13 caracterizado porque la amplification 
se realiza de manera cualitativa o cuantitativa, mediante RT-PCR usando 
oligonucleotides cebadores, siendo las secuencias de los cebadores utilizados 5'- 
AC AGTGTGAC AGGC AAGGCC-3 ' , y 5 '.-CAC AGCC AATAGTGC ATTC AAGG- 

3'. 

* ** 

■ « 4 

m * 1 

15. Metodo segun la reivindicacion 9 caracterizado porque la deteccion se 
realiza con sondas especificas del mRNA o del correspondiente cDNA del gen 
plexina- Bl 9 mediante tecnicas como por ejemplo Northem-blbt o transferencia 
Northern. 

« 

16. M6todo segun la reivindicaci6n 9 caracterizado porque la detecci6n del 
mRNA se efectua mediante RT- PCR cuantitativa a tiempo real (Q-PCR). 

4 

- « 

17. Uso de secuencias nucleotidicas o peptidicas derivadas del gen plexina- 
Bl para detectar in vitro la presencia de un carcinoma en un individuo, para 
determinar in vitro el estadio o la severidad de dicho carcinoma en el individuo, o 
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para monitorizar in vitro el efecto de la terapia administrada a un individuo que 
presente dicho carcinoma. 

18. Metodo in vitro para identificar y evaluar la eficacia de compuestos para 
terapia del c£ncer; preferiblemente para el cfincer de rifion, que comprende: 

a) poner eh contacto un cultivo de c61ulas tumorales; preferiblemente de 
rin6n, con el compuesto candidato, en las condiciones y durante el 
tiempo apropiados para peimitir que interaccionen, 

b) detectar y cuantificar los niveles de expresi6n del gen plexina-Bl o la 
proteina Plexina-B 1 , y ~ 

c) comparar dichos niveles de expresion con los de cultivos control de 
celulas tumorales sin tratar con el compuesto candidato. 

19. Uso de secuencias nucleotidicas o peptidicas derivadas del gen plexina- 
Bl , en m6todos de biisqueda, identificaci6n, desarrollo y evaluacion de la eficacia 
de compuestos para terapia del cSncer, preferiblemente del c&ncer de rifion. 

20. Agentes caracterizados porque inducen la expresion y/o la actividad de la 
proteina Plexina-Bl, o porque inhiben los efectos carcinogenicos de la represion de 
la expresion de la proteina Plexina-Bl . 

21. Agentes segtin la reivindicaci6n 19 seleccionados del grupo formado por: 

a) vectores recombinantes que expresan la proteina Plexina-B 1 , 

b) agentes citot6xicos, tales como toxinas, moleculas con atomos 
radiactivos, o agentes quimio-terap6uticos, entre los que se incluyen, sin 

Iixnitaci6n^ j)equenas moleculas org£nicas e inorgSnicas, peptidos, 

fosfopeptidos, moleculas antisentido, ribozimas, mol6ciilas~ ~de"~tiiple* 
helice, RNA de doble hebra, etc., que inhiben los efectos carcinog6nicos 
de la represion de la expresi6n y/o de la actividad de la proteina Plexina- 

Bl, y 

c) compuestos agonistas de la proteina Plexina-Bl, que inducen, mimetizan 
o reemplazan una o mas de las funciones de la proteina Plexina-Bl. 
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22. Agentes segun las reivindicaciones 20 6 21 para el tratamiento del 
cancer; preferiblemente para el cancer de rifi6n. 

23. Proteina Plexina-B 1 para el tratamiento del c&ncer; preferiblemente para 
el c&ncer de rinon. 

24. Uso de los agentes segtin las reivindicaciones 20 6 21 en la elaboration 
de un medicamento para el tratamiento de cancer; preferiblemente para el cancer de 
rin6n. 

25. Uso de la proteina Plexina-B 1 en la elaboration de un medicamento para 
el tratamiento de cancer; preferiblemente para el cancer de rin6n. 

26. Composition farmac6utica que comprende una cantidad 
terapeuticamente eficaz de uno o varios agentes segun las reivindicaciones 19 6 20 
junto con al menos un excipiente faimaceuticamente aceptable. 

■ 

27. Composici6n farmac&itica que comprende una cantidad 
terapeuticamente eficaz de la proteina Plexina-B 1 junto con al menos un excipiente 
farmac6uticamente aceptable. 

* 

28. Composici6n farmac6utica segun las reivindicaciones 26 y 27 
caracterizada porque contiene otro ingrediente activo, preferiblemente uno que 
induzca la funcion de la proteina Plexina-B 1 . 
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□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

□ FADED TEXT OR DRAWING 

□ BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

^□^JNES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



